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研究成果の概要（和文）：野生サクラソウ集団の保全方法を構築するために、サクラソウの持つ
適応関連遺伝子を QTL 解析および発現遺伝子情報に基づくマーカーによるゲノムワイドな探索
によって同定することを試みた。集団の存続に影響を与える異型花柱性について関連する遺伝
子領域を高い精度で把握することが可能になった。園芸品種と野生種の遺伝的多様性の比較を
行い、園芸化の過程ではびん首効果が働いたことを明らかにした。また、EST マーカーなどを
用いて北海道から関東の国内７集団による出芽期や開花期など適応関連形質についての遺伝的
解析を行い、サクラソウの適応に強く関連する出芽日に関して多数の遺伝子座を検出した。本
研究の成果は、今後のサクラソウの保全方策構築に貢献するだけでなく、他の野生植物の保全
にゲノム研究がどのように貢献しえるのかのモデルになる。 
 
研究成果の概要（英文）：To develop the conservation strategy of endangered wild primroses, 
we tried to identify the adaptive genes by QTL analysis and the genome-wide gene analysis 
based on the expression genetic information. Several associated gene regions about hetero 
style which affected the continuation of the group were detected with high precision. We 
clarified that a bottle neck effect committed the process of domestication by a comparison 
between genetic diversity of wild primrose and cultivars. Using EST markers, genetic 
analysis about the adaptive characters including the budding date and the flowering time 
were performed for 7 populations from Hokkaido to Kanto region. We could detect a lot of 
loci about budding in conjunction with the adaptation of the primrose. The results of our 
study will contribute not only the development of the conservation strategy, but also will 
become the model which show how to use genome information for conservation strategy.  
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 １．研究開始当初の背景 
種あるいは集団が進化の過程で保持して
きた遺伝的多様性を適切に保存することを
目的としてこれまでに多くの研究が進めら
れてきた。特に RFLP や AFLP など自然選択に
対して中立的な遺伝子マーカーを利用した
遺伝的変異の解析の成果は、対象とする種の
生活史や保全ユニットの理解を助けるなど
保全戦略に大きな貢献をしてきた。しかし、
中立マーカー遺伝子は基本的に遺伝的浮動
や突然変異の影響を反映するものであるた
め、集団の絶滅確率に大きく影響する個体の
適応に関わる種子生産性や開花期などの適
応的遺伝子の多様性は把握できない。今後、
地球規模でおこるとされている環境変動に
抗して種を保全するには、種もしくは集団内
に適応に関わる遺伝的変異がどの程度存在
しているのかを把握する必要がある。 
多様なゲノム情報を利用できるようにな
った今、種内の遺伝的多様性の保全研究には
①できるだけ多数の中立マーカー遺伝子に
よって、集団が保有する適応的な遺伝変異量
にも影響を与える集団の人口学的な歴史の
推定精度を高めること、②集団の存続に大き
な影響を与える環境に対して反応する適応
的な変異を量的に把握すること、③中立的変
異と適応的変異の情報によって、保全ユニッ
トの策定など集団の遺伝的多様性の保全策
を構築することが求められている。ここ数年、
野生集団において多くの適応関連形質に関
与する量的形質遺伝子座の解析手法が開発
され、さらにはゲノム科学の急速な進展によ
り適応的遺伝子の直接的な解析が可能にな
ってきた。野生集団における QTL 解析は年々
増えている。また、近年の遺伝子情報の膨大
な蓄積はゲノムワイドな適応的遺伝子の探
索を可能にした。発現遺伝子を DNA マーカー
として、直接的に適応に係る遺伝子を探索す
る試みは様々な植物において報告がなされ
ている。しかし、いずれも実験植物や栽培化
や進化過程の解明を目的にした解析であり、
野生集団の保全を念頭に置いたものではな
い。世界的には、保全ユニットの設定に関し
て、中立マーカー遺伝子に加えて、適応的遺
伝子の組成を重視するべきとし、保全遺伝学
の新行動計画として中立的な変異、有害な変
異、適応的な変異の関係を明確にする研究プ
ログラムの構築をただちに進めるべきとさ
れている。 
筆者らはこれまでに絶滅の危機にあり、虫
媒他殖性で種子繁殖と栄養繁殖の生殖様式
という野生植物に典型的に見られる生殖様
式を持つサクラソウを対象として「サクラソ
ウ・エコゲノム・プロジェクト」を推進し、
①量的形質遺伝子座解析に供する SSRマーカ
ーの開発およびそれを利用したサクラソウ
自生集団の遺伝構造の解析と保全単位の提
唱、②他殖性植物におけるマッピング理論の
構築、③QTL 解析に供する形質データの生態
学的解析や野生個体群の遺伝子動態に寄与
する生活史特性と個体群動態パラメータの
測定手法の開発などの成果を挙げてきた。し
かしながら、中立的マーカー遺伝子、ならび
に発現遺伝子に基づくマーカーの開発が不
十分であったこともあり、集団の存続に大き
な影響を及ぼす適応に関係するような機能
を持ったゲノム領域あるいは遺伝子そのも
のの変異の把握には至らずにいた。そこで、
野生植物であるサクラソウの適応的遺伝子
の探索とこれまでの蓄積を合わせることで、
より精度の高い保全戦略の構築の基盤を整
えることを目的として、中立遺伝子による変
異の把握とともに集団の存続に強く関わる
適応的遺伝子の変異の把握、すなわちエコゲ
ノム研究を推進することとした。 
 
２．研究の目的 
野生サクラソウ保全方策を確立するため
に、野生サクラソウを対象として、量的形質
による多様性解析の有効性の検証、量的形質
遺伝子座解析および発現遺伝子情報である
EST 情報に基づくマーカーによるゲノム上の
広範な領域を対象とした探索による適応関
連遺伝子領域の同定、および既存の中立的遺
伝子により同定した適応的遺伝子を加えた
集団の多様性解析を行う。 
 
３．研究の方法 
研究は以下の６項目で構成されている。 
(1)サクラソウの量的形質および DNA マーカ
ーによる多様性解析と保全単位の再考 
① サクラソウの多様性解析における花弁形
状変異の有効性を検討する。 
② QTL は栽培環境の影響を受けるため、日
本各地の集団をつくばにおいて同一環境
栽培試験を行い、分子マーカーによる集
団分化程度と量的形質の遺伝的分化程度
を比較し、従来の分子マーカーに基づく
保全単位の有効性を再考する。 
(2)サクラソウ連鎖地図作成と QTL 解析およ
び Eアソシエーション解析による適応関連遺
伝子の同定 
① ESTマーカーおよびSSRマーカーの開発。 
② 北海道由来個体と八ヶ岳由来個体の 4 系
交雑家系を用いた連鎖地図の作成。 
③ 出芽日、開花数、種子生産性などの適応
関連形質、さらには、サクラソウの繁殖
生態と近親交配に重要な役割を果たして
いる異型花柱性とそれに関わる形質の
QTL の探索。 
④ 現存する野生集団を用いた表現型と遺伝
子型とのアソシエーション解析。 
 
 
４．研究成果 
(1)サクラソウの多様性評価の指標とされて
きた花弁形状と花弁面積の集団内・間の遺伝
的変異を同一圃場実験によって評価し、DNA
マーカーによる集団間分化程度と比較した
ところ、花弁の切れ込みと最大幅と面積は有
意な集団間差が認められたものの、花弁形質
の遺伝的変異は主に集団内に維持されてい
た。さらに花弁形質は自然選択に中立な形質
であり、花弁形状変異の大部分を占める切れ
込みと最大幅、長幅比に加え花弁面積が集団
内の遺伝的多様性の目視評価の指標となり
うることが示された。 
(2)適応関連形質である出芽に着目し、量的
形質の集団間分化程度である QSTと分子マー
カーによる分化程度である FSTを日本各地の
集団で比較したところ、従来 FST によって支
持された保全単位とは異なる保全単位が見
出された。これは野生集団の保全事業におい
て DNAマーカーのみに依存するべきではない
ことを示唆するものである。 
(3)QTL 解析を進めるため、EST マーカーおよ
び SSR マーカー数を増やし、連鎖地図の充実
を図った。2960 の unigene element を同定し
た。近縁種である Primula vulgaris の S 遺
伝子座との同一性が認められる elementを見
出すことができた。これらにより異型花柱性
関連 QTLを高い精度で把握することが可能に
なった。また、開発した 20 個の SSR マーカ
ーと 40個の SNPS マーカーが国内野生集団の
多様性解析に使用可能であることを明らか
にし、EST-SSR マーカーによる多様性程度は
SSR マーカーより低くなることを示した。さ
らに、56 種の園芸品種の多型解析を行い、対
立遺伝子多様度が野生集団より低く、園芸化
の過程ではびん首効果が働いたことを明ら
かにした。 
(4)開発した SSR マーカーおよび EST マーカ
ーにより北海道由来個体と長野由来個体の
分離家系を用いて連鎖地図を作成し、128 座、
14 個の連鎖群からなる連鎖地図が作成でき
た。サクラソウは 2n=24 であるため今後さら
に地図を充実させる必要がある。 
(5)同一家系による適応関連形質の QTL 解析
を行い、出芽日、開花まで日数、花型および
異型花柱性に関わる QTL 座を検出した。集団
の存続に影響を与える異型花柱性について
QTL 解析を進め、関連する染色体領域を特定
した。その結果、質的遺伝をする主要遺伝子
領域の他に、柱頭高、葯高などに関与する複
数の QTL を同定することができた。これらの
結果は、従来明らかにされていた異型花柱性
の遺伝様式に新たな解釈を与えるものであ
る。また、これらの QTL に連鎖する DNA マー
カーにより未開花個体の異型花柱性判別が
可能となった。 
(6)出芽日が適応関連形質であることが示唆
され、適応関連形質の遺伝的多様性の評価は
長期的な存続を考えるうえで重要であるが、
絶滅危惧植物でサクラソウは自生地からの
個体のサンプリングが難しく、同一環境栽培
による評価は難しい。当初は、出芽日に関連
する遺伝子座に連鎖するマーカーを用いて、
出芽日の遺伝的多様性評価を行うために QTL
解析を行ったが、家系に用いた両親が出芽日
に大きな差がなく、出芽日に関連する QTL が
検出されなかった。そこで、アソシエーショ
ン解析を行い、出芽日に関連する遺伝子座の
特定を試みた。材料には北海道、埼玉、長野
の 3地域由来 8集団から総計 142 ジェネット
を用いた。SSR プライマー140 対、EST-SSR プ
ライマー23対、SNP プライマー40 個によって
遺伝子型を決定した。測定形質は出芽日とし
た。集団構造の解析には、ソフトウェア
structure ver.2.3.3 を用い、最適な K 値を
決定した。さらに、R を用いたアソシエーシ
ョン解析を遺伝子座を考慮しないモデルと
遺伝子座を考慮したモデルを比較すること
で、各遺伝子座の効果の検証を試みた。ソフ
トウェア R ver. 2.7.1 を用い、各モデルの
回帰式を分散分析することにより 1%水準で
有意差が認められた遺伝子座を、測定形質に
関与している遺伝子座とみなした。解析の結
果、203 プライマーのうち、増幅が認められ
た 112 マーカーの遺伝子型を決定した。
structure 解析の結果から最適な K 値は 7 と
した。そのうち、北海道２集団、および長野
２集団はそれぞれ同じクラスターに分類さ
れたが、他の集団はそれぞれ異なるクラスタ
ーに分類され、長野の１集団のジェネットは
4 つのクラスターに分類され、他の集団に比
べ集団内に遺伝的に多様なジェネットが存
在していることが明らかになった。アソシエ
ーション解析の結果、1%水準で出芽日に関連
する 17 遺伝子座が検出された。これらの遺
伝子座は 9つの連鎖群で検出された。このモ
デルでは個体間の近縁関係を示す Kマトリッ
クスを考慮できなかったことから、過大に評
価されている可能性が考えられるものの、出
芽日は複数の連鎖群に存在する多くの遺伝
子座に支配されている形質であることが示
唆された。 
 
本研究の成果は、今後のサクラソウの保全方
策構築に貢献するだけでなく、他の野生植物
の保全にゲノム研究がどのように貢献し得
るのかというモデルになる。 
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